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 ZUSAMMENFASSUNG 
Die a disintegrin and metalloproteinases (ADAMs) spielen eine zentrale Rolle bei 
entzündlichen Erkrankungen wie der Alzheimer-Krankheit, Krebserkrankungen oder 
Diabetes mellitus. Die bekanntesten Vertreter dieser Enzymfamilie - ADAM10 und 
ADAM17 - setzen spezifische Substrate auf der Zellmembran frei, die bei der Entstehung 
und Entwicklung dieser Krankheiten von Bedeutung sind. Zudem wurde eine Reihe von 
externen Faktoren identifiziert, die mit den oben genannten Krankheitsbildern assoziiert 
sind. Diese Arbeit ging der Frage nach, ob ausgesuchte Faktoren einen Einfluss auf die 
ADAM-Aktivität haben und dadurch eine Rolle bei der Regulation der 
Krankheitsentwicklung spielen könnten. 
Der Einfluss verschiedener externer Faktoren wie Glutamat, Aluminium und Glucose auf 
die Aktivität von ADAM10 und -17 wurde analysiert. Die Untersuchungen der ADAM-
Substrate mittels ELISA und Shedding-Experimenten ergaben, dass keiner der Faktoren 
einen Einfluss auf die Shedding-Aktivität von ADAM10 oder -17 unter den getesteten 
Bedingungen hatte. Obwohl hohe Glucosekonzentrationen die Gesamtproteinexpression 
beider ADAMs verstärkten, konnte kein Einfluss auf die Shedding-Aktivität festgestellt 
werden. 
Für den Faktor Insulin, der bei Diabetes mellitus extern stark reguliert werden muss, 
konnte jedoch jedoch festgestellt werden, dass er die ADAM-Aktivität beeinflusst. 
Dabei konnte hier erstmals beschrieben werden, dass Insulin die Externalisierung von 
Phosphatidylserin (PS) an die äußere Zellmembran induziert, welches wiederum die 
Shedding-Aktivität von ADAM10 und ADAM17 reguliert. Mit Hilfe einer AnnexinV-
Färbung konnte die PS-Externalisierung in verschiedenen Zelltypen wie in 
hepatozellulären und kolorektalen Karzinomzellen nachgewiesen werden. Mit 
Laktadherin, einem physiologischen Protein, das PS spezifisch bindet, konnte gezeigt 
werden, dass PS mit ADAM10 auf der Zellmembran interagiert. Diese Interaktion ist für 
die Insulin-vermittelte Shedding-Aktivierung von ADAM10 unerlässlich. 
Der zugrundeliegende intrazelluläre Mechanismus wurde mit Hilfe eines 
Phosphoinositol-3-Kinase-Inhibitors (PI3K) und eines Insulinresistenz-Modells 
weiterführend untersucht. Hier konnten wir zeigen, dass der Signalweg, der zur 
PS-Externalisierung und ADAM-Aktivierung führt, hauptsächlich über 
PI3K-Aktivierung und AKT-Phosphorylierung vermittelt ist. 
  
Weiterhin wurde die funktionelle Relevanz der Insulin-vermittelten 
ADAM10-Aktivierung in Leberkrebszellen mit einem Adhäsionstest untersucht. Hier 
konnte gezeigt werden, dass die Insulin-vermittelte ADAM10-Aktivierung zur 
Freisetzung des Adhäsionsmoleküls Fraktalkin und zu einer verminderten Adhäsion von 
monozytären THP1-Zellen führt. Zukünftige Studien müssen zeigen, ob dieser Prozess 
zu einer verminderten Immunantwort gegenüber den Leberkrebszellen - basierend auf der 
reduzierten Monozyten-Erkennung - führt. 
Schließlich wurde der Einfluss einer reduzierten Sauerstoffversorgung (Hypoxie) auf die 
Insulin-vermittelte ADAM-Aktivierung analysiert. Hypoxie herrscht in Tumor- und 
diabetischen Geweben vor und wurde mit Hilfe eines Inhibitors (CoCl2) und einer 
Hypoxiekammer (1 und 3 % O2) in vitro untersucht. Überraschenderweise konnte kein 
Einfluss von Insulin auf die ADAM-Aktivierung unter hypoxischen Bedingungen 
festgestellt werden. Außerdem war - unter den meisten hypoxischen Bedingungen - der 
PI3K/AKT-Signalweg im Vergleich zu Normoxie (21 % O2) unter Insulin reduziert. 
Ausgehend von den vorläufigen Experimenten ist davon auszugehen, dass sowohl der 
hypoxische Status als auch die Inkubationszeit eine Rolle bei der Regulation des 
PI3K/AKT-Signalwegs zu spielen scheinen und weiterführend analysiert werden müssen. 
Zusammengenommen zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass Insulin die 
Phosphatidylserin-Exposition induziert, welches zur Aktivierung von ADAM10 und -17 
führt. Dieser Prozess könnte im Zusammenhang mit Insulinresistenz bei Diabetikern, bei 
denen die Proteasen dysreguliert sein könnten, von Interesse sein. In Krebszellen, in 
denen sowohl Insulinrezeptoren überexprimiert als auch Insulin-Signalwege 
hochreguliert sind, ist davon auszugehen, dass die ADAM-Proteasen aktiviert sind. In 
Leberkrebszellen konnten wir eine funktionelle Relevanz der Insulin-induzierten 
ADAM10-Aktivierung aufzeigen, die möglicherweise zu einer reduzierten 
Immunantwort gegenüber Krebszellen führen könnte. 
  
  
SUMMARY 
The “a disintegrin and metalloproteinases” (ADAMs) play a central role in inflammatory 
diseases such as Alzheimer's disease, cancer or diabetes mellitus. The best-known 
representatives of this enzyme family - ADAM10 and ADAM17 - release specific 
substrates on the cell membrane that are important for the development of these diseases. 
In addition, several external factors associated with the above-mentioned pathological 
conditions have been identified. This work investigated whether selected factors could 
have an influence on ADAM activity and thus might play a role in the regulation of 
disease development. 
The influence of various external factors such as glutamate, aluminum and glucose on the 
activity of ADAM10 and -17 was analyzed. Studies of ADAM substrates using ELISA 
and shedding experiments showed that none of the factors influenced the activity of 
ADAM10 or -17 under the conditions tested. Although high glucose concentrations 
induced an increase of the total protein expression of both ADAMs, no effect on shedding 
activity was found. 
However, insulin which must be strongly regulated in diabetes mellitus patients was 
found to influence ADAM shedding activity. 
Here, we describe for the first time that insulin induces the externalisation of 
phosphatidylserine (PS) to the outer cell membrane, which in turn regulates the shedding 
activity of ADAM10 and ADAM17. Using AnnexinV staining, PS externalization in 
various cell types such as hepatocellular and colorectal carcinoma cells could be 
identified. The PS-ADAM interaction is essential for insulin-mediated ADAM activation 
which could be shown by using lactadherin, a physiological protein that specifically binds 
PS and blocked the ADAM-PS interaction at the cell membrane. 
The underlying mechanism was further investigated using a phosphoinositol-3-kinase 
inhibitor (PI3K) and an insulin resistance model. Here we could show that the signaling 
pathway is leading to PS externalization and ADAM activation is mainly mediated by 
PI3K activation and AKT phosphorylation. 
Furthermore, the functional relevance of insulin-mediated ADAM10 activation in liver 
cancer cells was investigated with an adhesion assay. Here it was shown that 
insulin-mediated ADAM10 activation leads to the release of the adhesion molecule 
fractalkine and reduced adhesion of monocytic THP1 cells. Future studies will show 
  
whether this process leads to a reduced immune response towards liver cancer cells based 
on reduced leucocyte detection. 
Finally, the influence of reduced oxygen supply (hypoxia) on insulin-mediated ADAM 
activation was analyzed. Hypoxia prevails in tumors and diabetic tissues and was 
investigated in vitro using an inhibitor (CoCl2) and a hypoxia chamber (1 and 3 % O2). 
Surprisingly, no influence of insulin on ADAM activation under hypoxic conditions was 
observed. In addition, under most hypoxic conditions, the PI3K/AKT pathway was 
reduced compared to normoxia (21 % O2) under insulin. The preliminary experiments 
showed that both, the hypoxic status and the incubation time, seem to play a role in the 
regulation of the PI3K/AKT signaling pathway and need further analysis. 
Taken together, the results of this thesis show that insulin regulates phosphatidylserine 
exposure, which leads to activation of ADAM10 and -17. This process could be of interest 
in the context of insulin resistance in diabetic patients in whom the proteases could be 
dysregulated. In cancer cells, in which insulin receptors are overexpressed as well as 
insulin signaling is upregulated, it can be assumed that the ADAM proteases are activated. 
In liver cancer cells we have shown a functional relevance of insulin-induced ADAM10 
activation, which could possibly lead to a reduced immune response towards cancer cells.
